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論 文 内 容 の 要 旨
神 経 向 性 ウイ ル ス 、 例 え ば ア ル フ ァヘ ル ペ ス ウイ ル ス 科 に 属 す る単 純 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス
1型(HSV-1=herpessimplexvirustypeI)と仮 性 狂 犬 病 ウイ ル ス(PRV:pseudorabies
virus)、ラ ブ ドウイ ル ス 科 に属 す る狂 犬 病 ウイ ル ス(RV=rabiesvirus)は、 シ ナ プ ス を
介 して ニ ュ ー ロ ン か らニ ュ ー ロ ン へ 移 動 し、 感 染 細 胞 で 複 製 に よ りシ グ ナ ル を 自 己 増 幅 す
る こ とが で き る。 こ の 特 性 か ら 、 これ ら の ウ イ ル ス は 複 雑 な 神 経 ネ ッ トワー ク の 階 層 的 な
結 合 関 係 を調 べ る上 で 非 常 に 有 用 な ツ ー ル と して 用 い られ て い る。 近 年 、 異 な る レポ ー タ
ー タ ン パ ク質 を発 現 す る 二 つ のPRV弱 毒 株(PRV-Bartha)組み 換 え 体 を 用 い て 経 シ ナ プ
ス 性 二 重 標 識 法 とい う新 しい ウイ ル ス ト レ 一ー一シ ン グ法 が 導 入 さ れ た(Jansenetal.,
Science,1995;CanoetaL,JCompNeuro1.,2004)。こ の 手 法 を 用 い る こ と で 、 異 な る 神
経 回 路 を 異 な る色 で 標 識 す る こ とが で き 、 こ れ に よ り双 方 の 神 経 回 路 と結 合 し て い る ニ ュ
ー ロ ン を 二 つ の 異 な る レポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 共 局 在 か ら検 出 す る こ と が 可 能 に な っ た 。
げ っ 歯 類 の 筋 肉 や 臓 器 へ の 末 梢 注 入 を行 うこ とで 、 経 シ ナ プ ス 性 二 重 標 識 法 は 複 数 の 筋 肉
を コ ン トロ ー ル す る ニ ュ ー ロ ン 、 ま た は 運 動 機 能 、 自律 神 経 系 とい っ た 様 々 な 末 梢 神 経 系
へ の 指 令 を調 節 して い る ニ ュ ー ロ ン を 同 定 す る 上 で 非 常 に 効 果 的 な 手 法 と して 用 い られ て
い る。 しか し、 これ らの 実 験 は 末 梢 神 経 系 を コ ン トロー ル して い る ニ ュ ー ロ ン を タ ー ゲ ッ
トと し て お り、 高 次 脳 機 能 を 実 現 す る 中 枢 神 経 系 を ター ゲ ッ トと した 研 究 は 知 る 限 り報 告
され て い な い 。 多 数 の 神 経 回 路 に よ っ て 形 成 され る大 脳 新 皮 質 とい っ た 複 雑 な 結 合 関係 を
明 らか に し、 そ の 機 能 を理 解 す る 上 で 、 複 数 の 神 経 回 路 の 収 斂 と発 散 を調 べ ら れ る 神 経 回
路 解 析 法 は 非 常 に 有 用 な 手 法 で あ る と考 え られ る。 そ こ で 、 我 々 は ラ ッ トの脳 内 に 異 な る
レポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 改 変 ウイ ル スベ ク タ ー を 打 ち 込 み 、 中枢 神 経 系 に お け る経 シ
ナ プ ス性 二 重 標 識 法 を試 み た 。 本 研 究 で は 、 従 来 の 手 法 で 用 い られ て い たPRV-Barthaの
代 わ り に 、 狂 犬 病 ウイ ル ス の 組 み 換 え 体 を 用 い た 。
狂 犬 病 ウイ ル ス は グ リア 細 胞 に は 感 染 せ ず 、軸 索 末 端 か ら神 経 細 胞 に の み 感 染 す る。そ
して 、 シナ プ ス を 介 し て 、 よ り上 位 の ニ ュ ー ロ ン に 経 時 的 に伝 播 す る 特 性 を 持 っ 。 ま た 、
狂 犬 病 ウイ ル ス はヘ ル ペ ス ウイ ル ス 科 に 属 す る ウイ ル ス と は 異 な り、 感 染 細 胞 の 細 胞 溶 解
を 引 き 起 こ さ な い こ と か ら、 感 染 細 胞 か ら ウイ ル ス 粒 子 が 飛 散 して 近 隣 の ニ ュ ー ロ ン が 感
染 す る恐 れ が な い 。 さ らに 、 二 重 標 識 法 に 用 い られ るPRV-Barthaと違 っ て 、 狂 犬 病 ウ イ
ル ス は げ っ 歯 類 だ け で な く 、 霊 長 類 に も感 染 可 能 で あ る 。 これ らの 特 性 か ら、 狂 犬 病 ウイ
ル ス は げ っ 歯 類 と霊 長 類 の 両 方 に お い て 理 想 的 な 経 シ ナ プ ス 性 ト レー サ ー で あ る とい え る 。
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以前 、我 々は 狂犬 病 ウイ ル ス の ワ クチ ン株 で あるHEP・Flury株をべ 一 ス と した狂 犬病 ウ
イル スベ ク ター を作製 した(Inoueetal。,JViralMethods,2003)。しか し、 この ウイル
スベ クター は狂 犬 病 ウイ ル ス の特徴 であ る逆 行性 感 染伝 播 能 を完 全 に失 ってお り、 さらに
組 み 込 まれ た レポ ー ター 遺伝 子 の発 現 量 も低 か っ た。 そ こで 、我 々 は まず この ウイ ル スベ
ク ター の感 染伝 播能 の特 異性 、 及 び レポー ター遺 伝 子 の発 現能 を向 上 させ た め、幾 つ か の
改 変 を加 えた。 は じめ に、感 染伝 播 能 の特 異性 を 向上 させ る ため 、狂 犬病 ウイル スの感 染
特 異性 に大 き く関 わ るG蛋 白質 を、HEP-Flury株よ りも病 原 性 が高 く特異 的 な感 染伝 播
様 式 を持 っCVS株 由来 の もの と組 換 え た。 この操 作 に よ り、ベ クター の神 経細 胞 へ の感
染 選択 性や 逆行性 感 染伝 播 の 特異 性 は増 大 した。 次 に、 外 来遺 伝子 の 向 上 を試 み た。 ラ ブ
ドウイル ス 科 に属す る ウイル ス は遺 伝子 の順 序 とい う非 常 に単 純 な方 法 で遺伝 子 発 現 量 を
調整 して お り、3'のプ ロモ ー ター 部位 に近 い遺 伝 子 ほ ど転 写 量 が高 く、遠 くに位 置 す る遺
伝 子 ほ どそ の距離 に応 じて転 写量 が 低 くな る こ とが知 られ てい る。 そ こで、従 来 の ベ ク タ
ー で は ウイル ス ゲ ノムの3'末端 か ら5番 目に位 置 す る外 来遺伝 子 発 現 用転 写 ユニ ッ トを、
2番 目に移 動 させ た 改変 ウイル スベ ク ター(rHEP5.〇-CVSG)を開発 した。外 来 遺伝 子 と
して 単量 体 赤色 蛍 光 タ ンパ ク質(mRFP)遺 伝 子 を組 み 込 み 、性 状 を解 析 した ところ 、従
来 のベ クター と比較 して発 現効 率 が 大幅 に 上昇 した こ とが確認 で きた。 さらに 、免 疫 抗 体
染色 法 を適 用 す るこ とで 、感染 細 胞 の樹 状 突起 とそ の スパ イ ン とい っ た細 胞 の形 態 を鮮 明
に 可視化 で きた。 以 上 の結 果 か ら、 特有 の レポ ー ター 遺伝 子 を組 み 込 み用 い るこ とで この
新 規 開発 した ウイル スベ ク ター は、経 シナ プ ス性 二重 標識 法 を 実現す るため の神経 解 剖 学
的 な ツール と しての 可能 性 が あ る こ とが示 され た。
次 に、我 々は異 な る レポ ー ター遺 伝 子 を組 み 込 んだ 幾つ か の 改変 狂犬 病 ウイ ル スベ ク タ
ー を作製 し、神 経 回路 の二 重標 識 法 の確 立 を試 み た。 しか し、 ウイル スベ クター に よる経
シナ プ ス性 二重 標 識 を行 う上 で ウイル ス干 渉 とい う大 き な問題 が ある。ウイル ス干 渉 とは 、
先行 して感 染 した ウイル ス が近 縁 ウイル ス の同一 細 胞へ の重感 染 を阻害 す る現 象 で 、 これ
に よ り二重標 識 効 率 が低 下 し、 偽 陰性 の結 果 が 生 じる可能性 が あ る。 そ こで 、 ウイル ス 干
渉 に よる二 重標 識 阻害 の 実 態 をまず 明 らか にす る ため 、異 な る レポ ー ター遺 伝 子 を発 現す
る二 つ の ウイル スベ クター の感 染 時 間差 と二 重標 識 効 率 の関係 をinvitroで調 べ た。 そ の
結 果 、感 染 時 間差 が大 き くな るに従 って 二重感 染 効 率 が大 き く低 下す る もの の、感 染 時 間
差 が 数 時間 以 内で あれ ば 高 効率 な 二重標 識 が 可能 であ る こ とが示 され た 。 次 に、経 シナ プ
ス性 二重 標識 が実 際 にinvivoで可能 か ど うか 、既 に よ く調 べ られ てい るラ ッ トの海馬 と
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海 馬 周 辺皮 質 の神 経 回路 を用 いて調 べた 。過 去 の研 究か ら、単 一のCA3錐 体 細胞 は軸索 を
分岐 し、 両側 のCA1領 域 に投射 を送 るこ とが知 られ てい る。 そ して、CAI錐 体 細 胞 は 同
側 の嗅 内皮 質 に投 射 してい る こ とが知 られ て い る。これ らの結 果 か ら、単一 のCA3錐 体 細
胞 はCA1の ニ ュー ロン を介 して 両側 の嗅 内皮 質 に情報 を送 って い る と考 え られ る。そ こで 、
左 と右 のそれ ぞれ の 嗅 内皮 質 に異 な る レポ ー ター遺 伝 子 を発 現 す るウイル スベ ク ター を微
少 注入 し、CA3領 域 にお い て二 重標 識 細胞 が 検 出 され る か を調 べ た。 その 結果 、二 次 ニ ュ
ー ロンが標 識 され る感染6日 の時点 で 、多数 の 二重 標識 細 胞 が 両側 のCA3領 域 にお い て確
認 され た。 この結 果 は 、単 一 のCA3錐 体 細胞 がCA1で た った 一っ の セナ プス を介 して 両
側 の嗅 内皮 質 と結 合 を持 つ こ とを示 してい る。ま た、CA3の 二 重標 識細 胞 の中 に は ゴル ジ
様 に標 識 され た 細胞 も観 察 され た。
本 研 究 にお い て 狂 犬病 ウイ ル スベ ク ター を用 い た神 経 回路 の 二 重標 識 が可 能 で あ るこ
とが示 され 、適 用条 件 な どにつ いて の重 要 な知 見 が得 られ た。 ま た 、 この手 法 を用 い て 単
一 のCA3ニ ュー ロ ン と両側 の嗅 内皮質 の解剖 学 的結 合 関係 が初 め て直接 的 に証 明 され た。
今後 、神経 回路 の二 重標 識 法 に よ り高次 脳機 能 を実現 す る複 雑 に絡 み 合 っ た神 経 ネ ッ トワ
ー クの実 体 が解 き ほ ぐされ てい くこ とが期 待 され る。
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論文審査結果の要旨
神経向性 ウイルスは、シナプスを介 してニュー ロンか らニューロンへ移動 し、感染細胞で複製
により遺伝情報を自己増幅する。 この特性か ら、神経ネ ッ トワークを調べる上で非常に有用なツー
ルである。最近、異なるレポー タータンパク質を発現する二つの組み換え仮性狂犬病 ウイルス
(PRV)を用いて経 シナプス性 二重標識法が開発 された。 この手法を用いると、異なる神経回路を
それぞれ別種の蛍光タンパクで標識することができ、また、二つの異なるレポータータンパクの共
局在から、2つ の神経回路を結合 しているニューuン を検出することが可能である。 しか しこれま
で同手法は抹消神経系のみで用いられ、中枢神経系では適用 されていない。大原慎也は、この手法
が高次脳機能を支える複雑な神経回路の解析、例 えば神経回路の収斂 と発散の研究、な どに非常に
強力な手法であると考え、中枢神経系における経 シナプス性二重標識法の開発を試み、その技術を
中枢神経系に適用 し、神経回路の機能的構造の解明に大きな成果をあげた。
まず ウイル スベ クターの感染伝播能の特異性、及びレポータータンパ ク質の発現能を向上させる
ため、幾っかの改変を行 った。狂犬病 ウイルスの感染特異性に大 きく関わるG蛋 白質 を、HEP-
Flury株よ りも病原性が高 く特異的な感染伝播様式を持つCVS株由来のものと組換えることによ
り、神経細胞への感染選択性や逆行性感染伝播の特異性 を大幅に増大 させた。また、外来遺伝子発
現用転写ユニ ットをウイルスゲノムの3'末 端付近に持つ改変 ウイルスベクターを作成することに
より、発現効率を飛躍的に増大させ ることに成功 した。大原は次いで異なるレポーター遺伝子を組
み込んだ幾つかの改変狂犬病 ウイルスベ クターを作製 し、神経回路の二重標識技術の確立を試み
た。 しか しここで、 ウイルス干渉 とい う大きな問題に直面 した。 ウイルス干渉は、先行 して感染 し
たウイルスが近縁 ウイルスの同一細胞への重感染を阻害す る現象で、これにより二重標識効率が低
下す る。 ウイルス干渉の問題を解決する試みの中で、異なるレポーター遺伝子を発現する2種 のウ
イルスベクターの感染時間差が数時問以内であれば高効率な二重標識が可能であるとい う結論を得
た。
大原は開発 したこの技術をラッ トの海馬 と海馬周辺皮質の神経回路に適用 し、CA3野の1つ の錐
体細胞がCA1野の錐体細胞を介 して両側の嗅内皮質のニコ.一ロンに投射 を送ることを初めて、直接
的に証明す ることに成功 した。これ らのことは彼が 自立 して研究活動を行 うに必要な高度の研究能
力 と学識を有することを示 している。 よって、大原慎也提出の論文は,博 士(生 命科学)の 博士論
文 として合格 と認める。
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